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Os venenos de serpentes são misturas complexas de enzimas e
polipeptídeos farmacologicamente ativos (BJARNASON & FOX

1988/89, IWANAGA & SUZUKI 1979), os quais podem apresentar
variações na composição, diferenciando-se entre as famílias,
gêneros e espécies ou mesmo dentro de uma mesma espécie.
Diferenças intra-específicas na composição do veneno são de-
correntes de variações geográficas, sexuais, ontogenéticas e sa-

zonais (BRAZIL 1901, MOURA-DA-SILVA et al. 1990 a, b, FURTADO et
al. 1991 a, b, CHIPPAUX et al. 1991).

As secreções liberadas por serpentes crotalíneas induzem,
geralmente, intenso dano tecidual local ocasionando edema,
hemorragia e necrose e, em alguns casos, alterações no sistema
de coagulação sangüínea (LOMONTE 1994, OHSAKA 1979). No Bra-
sil, as serpentes do gênero Bothrops têm recebido grande atenção
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tototototo theirtheirtheirtheirtheir geogrgeogrgeogrgeogrgeograaaaaphicphicphicphicphic distrdistrdistrdistrdistribibibibibutionutionutionutionution ininininin BrBrBrBrBrazilazilazilazilazil (Ser(Ser(Ser(Ser(Serpentespentespentespentespentes, VVVVViperiperiperiperiperidae).idae).idae).idae).idae). Bothrops alternatus Duméril, Bibron & Duméril,
1854 snakebites are an important public health problem in Brazil. Such snakes are found from Mato Grosso do
Sul (central Brazil) to southeastern Brazil, reaching even Argentina and Uruguay and thereby occupying differ-
ent morphoclimatic domains. This work investigated venom variation occurring in adult specimens of B. alternatus
specimens, according to their geographic distribution in Brazil. The standard venom pool (reference venom)
produced by Instituto Butantan, which includes mostly venoms from B. alternatus specimens captured in São
Paulo State, was also used for comparison. Lethal, myotoxic, proteolytic (on casein), and coagulant (on human
plasma) activities, as well as the electrophoretic patterns of 61 individual venom samples, were evaluated and
compared to those of the reference venom pool. Results showed that B. alternatus venom activities are less potent
than those of other Bothrops Wagler, 1824 species. A great individual variation was noticed, which could not be
correlated with either geographic distribution or morphoclimatic domains. Coagulant activity of venom samples
obtained from specimens captured in the northeastern area of B. alternatus distribution was less intense if
compared to those obtained from the central zone. Venoms from the peripheric area of B. alternatus distribution
presented higher proteolytic and myotoxic activities, but no statistically significant difference was observed. In
summary, individual variation predominated over geographic distribution.
KEY WORDS. Biogeography, intraspecific variation, venom activities.

RESUMO. Bothrops alternatus Duméril, Bibron & Duméril, 1854 é uma serpente de importância em saúde pública,
com ampla distribuição geográfica, desde o Mato Grosso do Sul até o sudeste do Brasil, chegando até a Argentina
e Uruguai, ocupando vários domínios morfoclimáticos. Neste trabalho investigou-se a variação do veneno de
adultos de Bothrops alternatus, em função de sua distribuição geográfica no Brasil, comparativamente ao veneno
elaborado sob a forma de “pool” desta espécie (veneno referência), que inclui serpentes, em sua maioria, da região
do estado de São Paulo. Foram analisadas as atividades letal, coagulante sobre o plasma, proteolítica sobre a caseína
e miotóxica, bem como os padrões eletroforéticos de 61 amostras individuais de veneno contrapostas ao “pool”. Os
resultados mostraram que o veneno de B. alternatus é pouco ativo, comparativamente ao de outros Bothrops Wagler,
1824. A variação individual prevaleceu, não apresentando correlação com as áreas de distribuição geográfica e
domínios morfoclimáticos, porém a atividade coagulante das amostras de veneno provenientes do nordeste da
distribuição geográfica apresentaram-se menos ativas comparativamente às da porção central da distribuição. Os
venenos provenientes das bordas da distribuição apresentaram ações proteolíticas e miotóxicas mais intensas, que
estatisticamente não foram significativamente diferentes. As variações individuais prevaleceram.
PALAVRAS CHAVES. Biogeografia, variação intraespecífica, atividades do veneno.
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devido à elevada incidência de acidentes, sendo mais de 90%
dos casos oficialmente registrados (MINISTÉRIO DA SAÚDE 1998).

A composição do veneno apresenta características parti-
culares, tanto na intensidade como nos tipos de ações, para cada
espécie de serpente (FURTADO et al. 1991a, SANCHEZ et al. 1992).
Para o gênero Bothrops Wagler, 1824 já foram identificadas vari-
ações na composição do veneno em função da distribuição geo-
gráfica nas espécies B. jararaca (Wied, 1824), B. neuwiedi Wagler
1824, B. asper (Garman, 1883), B. atrox (Linnaeus, 1758) e B.
moojeni Hoge 1966.(SCHENBERG 1961, 1963, ARAGÓN & GUBENSEK

1981, ASSAKURA et al. 1992, RODRIGUES et al. 1998).
A relevância das variações na composição dos venenos

influenciados por fatores biológicos como a variação intraes-
pecífica ao nível geográfico, pode auxiliar na identificação de
novas populações e mesmo variações individuais dentro de uma
espécie de serpente, sendo importante tanto do ponto de vista
da pesquisa científica, como na elaboração de pools de veneno
para a imunização na produção dos antivenenos ofídicos (RAW

et al. 1991).
A urutu, Bothrops alternatus, ocorre no Mato Grosso do Sul

e Goiás (Brasil) até a região central da Argentina e limite meridi-
onal do Uruguai, ocupando predominantemente áreas abertas
(CAMPBELL & LAMAR 1989). Esta serpente é terrestre, possui o cor-
po robusto e pode atingir cerca de 1.700 mm de comprimento
(Fig. 1). Em algumas áreas de ocorrência, destacando-se o Rio
Grande do Sul, possui importância médica, sendo responsável
por acidentes em humanos (SANTOS-COSTA et. al. 2001).

Popularmente, a urutu ou cruzeira do sul é conhecida
por causar acidentes graves, onde se aplica o ditado: “A urutu
quando não mata aleija” (PEREIRA 1939/40). Contrariamente à
crença popular, estudos indicam que o veneno dessa serpente
é pouco ativo quanto às atividades enzimáticas, não apresenta
ação amidolítica (FURTADO et. al. 1991b) e possui baixa ativida-
de caseinolítica e fibrinolítica (FURTADO et. al. 1991b, LEITE et. al.
1992, SANCHEZ et al. 1992). Além disso, atua moderadamente
sobre o plasma total, fibrinogênio, Fator X e II (FURTADO et. al.
1991b; SANCHEZ et al. 1992). Foram isoladas deste veneno a
Balterobin, enzima tipo-trombina (SMOLKA et. al. 1998) e a
Bothroalternin (27kDa) que inibe a agregação plaquetária e
coagulação do fibrinogênio (CASTRO et al. 1998). Quanto às ações
locais, apresenta baixa atividade hemorrágica e necrosante (FUR-
TADO et. al. 1991a, SANCHEZ et al. 1992, ACOSTA PÉREZ et. al. 1998)
e não apresenta componentes miotóxicos específicos (LOMONTE

et al. 1990, MOURA-DA-SILVA et al. 1990a), causando mionecrose
do tipo coagulativa (QUEIROZ & PETTA 1984).

O Instituto Butantan é o principal produtor e fornecedor
de venenos para as pesquisas científicas, e também importante
produtor dos antivenenos ofídicos utilizados no Brasil. A mai-
or porcentagem de serpentes provêem da região sudeste do país.
Devido a ampla distribuição da espécie Bothrops alternatus e
ocupação de vários tipos de habitats, não existem informações
que permitam afirmar que o veneno de B. alternatus seja seme-
lhante ao longo de sua distribuição.

Neste trabalho procuramos investigar a composição
protéica por meio de eletroforese em SDS-PAGE, as atividades
letal, coagulante sobre o plasma, proteolítica sobre a caseína e
miotóxica do veneno da espécie B. alternatus, de amostras in-
dividuais e com acurada e ampla procedência geográfica.

MATERIAL E MÉTODOS

Venenos
Foram coletadas 61 amostras individuais do veneno de

Bothrops alternatus adultos, secas a vácuo ou liofilizadas (Tab. I
e Fig. 2), e um “pool” de venenos de B. alternatus de exempla-
res provenientes, em sua maioria, do Estado de São Paulo, o
qual será utilizado como veneno referência. Armazenadas a –20ºC
e as soluções de veneno sendo preparadas no momento do uso.

Eletroforese
A separação das proteínas foi realizada por meio da téc-

nica de eletroforese em SDS-PAGE na concentração em gradi-
ente de 7,5 a 17,5%, conforme o método de LAEMMLI (1970).
Em todas as corridas foi aplicada, para comparação, uma amos-
tra do veneno referência e o Padrão de Peso Molecular
(Pharmacia) – 94 kDa (Fosforilase b), 67 kDa (Albumina bovi-
na), 43 kDa (Ovoalbumina), 30 kDa (Anidrase carbônica), 20,1
kDa (Inibidor de Tripsina) e 14,4 kDa (Alfa-Lactoalbumina).

Atividade Coagulante
A atividade coagulante das amostras de veneno foi de-

terminada por meio da Dose Mínima Coagulante sobre o Plas-
ma (DMC-P), sendo definida como a menor quantidade de ve-
neno, em mg de veneno seco por litro de solução teste, capaz
de coagular em 60 segundos, a 37ºC, uma solução padronizada
de plasma eqüino citratado (THEAKSTON & REID 1983).

As amostras de veneno foram diluídas em solução salina
0,85% em diferentes concentrações: 0,031; 0,062; 0,125; 0,25;
0,5 e 1,0 mg/ml e testadas com auxílio de Fibrômetro – Fibro
Systen TM – modelo 5 marca BBL. O tempo de coagulação foi
obtido adicionando-se às alíquotas de 200 µl da solução de plas-
ma, mantidas a 37ºC, 100µl de cada solução de veneno. Os
valores para as DMC-P foram obtidos por meio da análise de
regressão linear do tempo de coagulação sobre a quantidade de
veneno e calculados em escala logarítimica.

Atividade Proteolítica
A determinação da atividade proteolítica do veneno de B.

alternatus foi realizada conforme o método de LOMONTE & GUTIÉRREZ

(1983), que utiliza a caseína como substrato. Um mililitro da
solução de caseína 1% foi adicionado a 1ml de solução de cada
amostra de veneno, nas concentrações de 200 e 400 µg. As amos-
tras foram incubadas por 30min a 37ºC; em seguida as reações
foram interrompidas mediante a adição de 3,0ml de ácido
tricloroacético a 5% e, mantidos em repouso por 30min. à tem-
peratura ambiente; a seguir os tubos foram centrifugados e as
absorbâncias dos sobrenadantes lidas a 280nm.

A atividade proteolítica foi expressa em U/mg e obtida
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pela fórmula: U mg
A

mgveneno
/ � �

280 100.

Atividade Miotóxica
Para a avaliação da atividade miotóxica dos venenos uti-

lizou-se o método de quantificação dos níveis séricos da enzima
creatina-quinase (CK) conforme GUTIÉRREZ et al. (1980). Um to-
tal de 100 µl da solução de veneno, na concentração de 50 µg,
foi inoculada, i.m., no coxim da pata direita posterior em ca-
mundongos NIH (n = 5) pesando de 18 a 22g. Os animais con-
trole foram inoculados com salina 0,85% estéril.

As amostras de sangue foram coletadas, via plexo ocular,
e centrifugadas (centrífuga Tomy 120) seis horas após a injeção
de veneno. Após a obtenção dos soros, foram imediatamente
quantificados os níveis séricos de CK conforme determinado
pelos Kits da Sigma Diagnostics (USA) – Creatine Phoskinase
(CK) – Quantitative Colorimetric Detremination in Serun or
Plasma at 500-400 nm – Procedure nº 520.

Letalidade
Para a determinação da atividade tóxica de algumas amos-

tras, foram preparadas diluições crescentes dos venenos, com
solução fisiológica 0,85%. Foram inoculados 0,5 ml i.p. de cada
uma das diluições em grupos de quatro camundongos. A quan-
tidade de animais mortos para cada dose de veneno foi obser-
vada em um período de 24 e 48 horas. A Dose Letal 50% (DL50)
foi calculada pela análise de probitos (FINNEY 1971), usando-se
o número total de camundongos mortos por dose de veneno
durante o período de observação (VILLARROEL et al. 1978/79).

Figura 1. Bothrops alternatus, exemplar adulto.

Figura 2. Localizações geográficas dos espécimes de Bothrops alter-
natus que foram coletadas as amostras individuais de veneno.
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Tabela I. Amostras individuais dos venenos de Bothrops alternatus, localidades, coordenadas, índices das atividades: coagulante (mg/mL),
proteolítica (U/mg) e miotóxica.(U/ml). Localização geográfica – número da amostra corresponde às localidades no mapa (Fig. 1). Letras
A, B... individualiza amostras da mesma localidade; (n.c.) não coagulou; (n.d.) não dosado.

Estado Amostras Coordenadas Ativ. Coag. (mg/L) Ativ. Prot. (U/mg) Ativ. Miot. (U/ml)

Mato Grosso do Sul

Pool Ref. I.B.  78,14 44,8  37,8

1. Costa Rica A 23°25'S  54°39'W  225,33 32,2 n.d.

1. Costa Rica B 23°25'S  54°39'W  189,93 33,7 n.d.

2. São G. do Oeste 19°30'S  54°05'W  181,50 61,6 n.d.

3. Campo Grande 20°27'S  54°37'W  64,33 51,3  47,73

4. Sidrolândia A 20°55'S  54°58'W n.c. 42,5  23,30

4. Sidrolândia B 20°55'S  54°58'W n.c. 65,2  33,12

5. Maracajú A 21°38'S  55°09'W  223,25 50,6 n.d.

5. Maracajú B 21°38'S  55°09'W  45,46 61,7  144,37

5. Maracajú C 21°38'S  55°09'W  301,44 63,9 n.d.

6. Dourados A 22°13'S  54°48'W  471,86 46,1  55,24

6. Dourados B 22°13'S  45°07'W  20,63 58,7  104,09

Goiás 7. Jataí 17°53'S  51°43'W n.c. 51,5  8,39

Minas Gerais

8. Patos de Minas 18°35'S  46°32'W  256,00 42,9  45,45

9. Bom Despacho 19°43'S  45°15'W  292,80 44,8  39,09

10. Ibiraci 20°28'S  47°08'W  463,50 46,9  61,04

11. Monte Santo A 21°12'S  46°59'W  691,07 48  21,21

11. Monte Santo B 21°12'S  46°59'W  155,44 35,70  63,08

11. Monte Santo C 21°12'S  46°59'W  490,56 52,90  22,07

12. Itapecerica 20°28'S  45°07'W  312,08 34,90  34,52

13. Fama 21°24'S  45°50'W n.c. 89,70  25,72

14. Alfenas A 21°26'S  45°57'W n.c. 56,10  34,42

14. Alfenas B 21°26'S  45°57'W n.c. 68,50  43,60

14. Alfenas C 21°26'S  45°57'W  473,79 57,50  81,44

15. Ibertioga 21°25'S  43°58'W  243,57 68,10 n.d.

16. Pouso Alegre 22°13'S  45°56'W n.c. 35,90  54,38

São Paulo

17. Morro Agudo 20°44'S  48°04'W  176,21 54,30 n.d.

18. Promissão 21°32'S  49°52'W  3,05 59,10  36,26

19. Ribeirão Preto A 21°10'S  47°48'W  16,88 50,58  29,04

19. Ribeirão Preto B 21°10'S  47°48'W  308,50 38,18  23,06

19. Ribeirão Preto C 21°10'S  47°48'W  38,36 42,10  41,69

19. Ribeirão Preto D 21°10'S  47°48'W  215,63 54,35  29,05

19. Ribeirão Preto E 21°10'S  47°48'W  259,88 55,50  59,38

20. Bariri 22°04'S  48°44'W  122,93 47,20  18,79

21: Bauru 22°19'S  49°04'W  532,00 53,20  44,24

22. Buri 23°48'S  48°35'W  86,86 34,00  73,28

Paraná

23. Iporã 23°59'S  53°37'W  222,38 43,70  31,58

24. Cerro Azul 24°50'S  49°15'W  75,36 36,40  149,57

25. Palmeira A 25°25'S  50°00'W n.c. 42,90 n.d.

25. Palmeira B 25°25'S  50°00'W  657,10 53,20  63,49

25. Palmeira C 25°25'S  50°00'W n.c. 40,80  92,07

26. Ponta Grossa A 25°05'S  50°09'W  250,86 58,90  130,51

26. Ponta Grossa B 25°05'S  50°09'W n.c. 46,00  41,50

27. Foz do Iguaçu 25°33'S  54°35'W  105,35 39,60  25,88

Continua
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Análise da distribuição geográfica
Os resultados das atividades testadas nas amostras de

veneno de B. alternatus foram analisados segundo os domínios
fitogeográficos e morfoclimáticos (AB’SABER 1977, IBGE 1993).

Análise estatística
Nas análises estatísticas (VANZOLINI 1993, ZAR 1999) fo-

ram utilizados testes paramétricos, ANOVA, para verificação
da significância da variação entre os valores médios obtidos
nas atividades proteolítica, coagulante sobre plasma e miotóxica
das amostras de venenos individuais da espécie Bothrops
alternatus. Para a análise das DL50% foi utilizada a metodologia
descrita por LITCHFIELD & WILCOXON (1949), utilizando-se o pro-
grama estatístico STATATM, versão 8.0.

RESULTADOS

Na análise dos perfís eletroforéticos das amostras dos ve-
nenos de B. alternatus (62 amostras), os principais componen-
tes mostraram mobilidades eletroforéticas em SDS-PAGE simi-
lares, onde apresentaram maior número de bandas protéicas
de peso molecular entre 67 e 28 kDa (Fig. 3 – apresenta-se algu-
mas amostras selecionadas, da área de distribuição geral da
amostragem utilizada). Nas amostras distinguem-se 15 bandas,
embora nenhum dos venenos possua todas. Além disso, três
bandas foram conservativas, estando presentes na totalidade
dos venenos, uma banda majoritária de aproximadamente 55
kDa, uma na região de 27 e na região de 14 kDa. Maior variabi-

lidade no número de bandas protéicas foram encontradas nas
regiões entre 30 e 57 kDa (Fig. 3).

Na determinação da ação coagulante do veneno de B.
alternatus, as amostras apresentaram-se, em sua maioria, com
baixa atividade sobre o plasma equino, com valores acima de
200 mg/litro (Tab. I, Figs 2 e 4A).

As amostras do estado de Minas Gerais (Tab. I, Figs 2 e
4A), correspondentes às amostras 13 a 16 (Florestas Semide-
cíduas) e regiões de Florestas de Araucária no Paraná (amostras
25 e 26) foram menos ativas sobre o plasma, com valores das
DMC-P acima de 250 mg/litro, inclusive venenos que não apre-
sentaram ação coagulante sobre o plasma, com o método aqui
empregado (amostras 13, 14, 16, 25 e 26 – Tab. I). Nas demais
áreas, sejam Cerrado, Florestas Semidecíduas, Floresta de
Araucária bem como os Campos Sulinos, os valores das DMC-
P foram variados. As amostras não variaram significativamen-
te (ANOVA F 0,05; 5,45 = 1,4898; p > 0,025).

Das 62 amostras analisadas, 61,3% apresentaram valores
para a atividade proteolítica entre 40 e 60 U/mg (Tab. I e Figs 2
e 4B), sendo que a análise dos venenos com relação à área geo-
gráfica de origem mostrou que nas regiões de Cerrado à oeste
da distribuição (amostras 2 a 7) e sul de Minas Gerais e norte
de São Paulo (Florestas semidecíduas – amostras 13 a 18) apre-
sentaram valores acima de 50 U/ml, não sendo estas variações
de valores significativos (ANOVA F 0,05; 5,54 = 0,389; p > 0,05).

A cinética da ação miotóxica induzida por 50 µg do ve-
neno referência injetado i.m. em camundongos mostrou ativi-

Tabela I. Continuação.

Estado Amostras Coordenadas Ativ. Coag. (mg/L) Ativ. Prot. (U/mg) Ativ. Miot. (U/ml)

Santa Catarina

28. São Joaquim A 28°18'S  49°56'W  35,43 45,40  39,72

28. São Joaquim B 28°18'S  49°56'W  447,31 37,00  69,10

28. São Joaquim C 28°18'S  49°56'W  309,54 68,10  20,08

28. São Joaquim D 28°18'S  49°56'W  469,71 40,10  173,24

RIo Grande do Sul

29. Getúlio Vargas 27°50'S  52°16'W  538,50 82,90  72,18

30. São Luis Gonzaga 28°24'S  54°58'W  325,33 42,50  42,40

31. Ibirubá 28°28'S  53°06'W  342,25 47,70  28,84

32. Nova Prata 28°47'S  51°36'W  94,44 54,50  43,56

33. Jaquirana 28°54'S  50°23'W  120,44 43,20  33,99

34. Esteio 29°51'S  51°10'W n.c. 17,60  18,63

35. Viamão 30°05'S  51°02'W  452,50 47,40  25,91

36. Charqueadas 29°58'S  51°38'W  151,42 74,60  38,27

37. Eldorado do Sul 30°06'S  51°19'W  175,00 65,20  21,40

38. Bagé A 31°20'S  54°06'W  111,00 33,60  57,28

38. Bagé B 31°20'S  54°06'W  525,05 47,80  68,72

38. Bagé C 31°20'S  54°06'W  211,63 45,70  53,95

38. Bagé D 31°20'S  54°06'W  40,83 15,80  36,02

39. Candiota 31°36'S  53°44'W  483,93 47,20  52,29
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dade máxima desta ação por volta das seis horas após sua
inoculação. Do total de 54 amostras analisadas, 74,1% apre-
sentaram valores da liberação de Creatino Kinase de até 60 U/ml
(Tab. I, Figs 2 e 4C). Observando-se os valores obtidos para as
amostras e suas respectivas áreas de origem geográfica nota-se
que na área central da distribuição (amostras 22 a 29), do sul
de São Paulo ao norte do Rio Grande do Sul obteve-se a maio-
ria dos valores acima de 60 U/ml. Todas as áreas das extremida-
des da distribuição amostral apresentaram pouca variação na
atividade miotóxica, com a maioria das amostras apresentan-
do valores que não ultrapassaram 60 U/ml. Nas demais amos-
tras, os valores apresentam ampla variação no que se refere a
ação miotóxica, não sendo significativamente diferentes
(ANOVA F 0,05; 6,46 = 2,07; p > 0.025).

Os valores obtidos para as doses letais 50% das amostras
Sidrolândia A (MS), Jataí (GO), Itapecerica (SP), Buri (SP), Pro-
missão (SP), Palmeira A (PR), Bagé C (RS) e Charqueadas (RS)
estão compreendidos no intervalo de confiança da amostra
referência (2,5 - 4,7 mg/Kg) (Tab. II).

As amostras Palmeira A e Bagé C apresentaram valores
próximos entre si: 2,3 mg/Kg (Intervalo de Confiança = 1,4 -
3,1) e 2,2 mg/Kg (Intervalo de Confiança = 1,4 - 2,9), sendo
significantemente mais tóxicas, enquanto que a amostra de Jataí
foi a menos tóxica, com uma DL50% igual a 4,1 mg/Kg (Interva-
lo de Confiança = 3,1 - 5,4) quando comparadas com a amos-
tra referência (limite de confiança de 95% e p < 0.05).

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES
Entre as espécies de Bothrops de áreas abertas B. alternatus é

bastante generalista, sendo uma espécie típica de interflúvio, ocu-
pando áreas ripárias próximas a matas de galeria e áreas de cam-
pos mais secas, como campo limpo, campo sujo e campo úmido
(BRAZIL 1911, AMARAL 1978, CAMPBELL & LAMAR 1989, NOGUEIRA 2001).

Os venenos de serpentes apresentam várias funções, tais
como: imobilização, morte e digestão da presa, além de poder
ser utilizado contra predadores (MEBS 1999). Ao contrário da
maioria das espécies do gênero (generalistas e com variação
ontogenética na dieta), B. alternatus é uma espécie especialista
em mamíferos em todas as fases da vida (MARTINS et al. 2002).

O veneno de B. alternatus foi analisado quanto a varia-
ções das atividades letal, coagulante, proteolítica e miotóxica,
bem como os padrões eletroforéticos em SDS-PAGE de 61 amos-
tras individuais, buscando cobrir a ampla distribuição geográ-
fica da espécie, e um “pool” de vários exemplares, representan-
do, teoricamente, o veneno da espécie e denominado veneno
referência.

A técnica de eletroforese, que permite uma grande reso-
lução dos padrões de proteínas dos venenos, onde seus compo-
nentes podem ser separados e identificados comparativa-
mente (JIMENEZ-PORRAS 1964a, JONES 1976, RAEL et al. 1984, AIRD

& KAISER 1985, MOURA-DA-SILVA 1990b, MOURA-DA-SILVA et al. 1991,
MENDONZA et al. 1992, TAN & PONNUDURAI 1992, ASSAKURA et al.
1992) possibilitou observar uma similaridade nos perfís
eletroforéticos das diversas amostras com pequena variação no
número, disposição e intensidade das bandas.

TAN & PONNUDURAI (1992) estudaram os padrões eletro-
foréticos de B. alternatus, dentre outras espécies, sobre PAGE e
SDS-PAGE, sem que as variações tanto no número quanto na
disposição das bandas, fossem consideradas como atributos de
importância diferencial. Contudo, as variações nas disposições
das bandas protéicas têm sido consideradas relevantes na sepa-
ração de espécies, subespécies e populações dentro de uma
mesma espécie (JIMÉNEZ-PORRAS 1964a, b, AIRD & KAISER 1985,
JAYANTHI & VEERABASAPPA-GOWDA 1988). Neste trabalho optou-se
por considerar as variação menos evidentes pois poderão con-
tribuir para futuros estudos das relações genéticas deste grupo

Figura 3. Perfis eletroforéticos em gel de poliacrilamida de amostras individuais de veneno de Bothrops alternatus. Proteínas foram coradas
com Coomassie Blue. Os valores dos pesos moleculares estão mostrados à esquerda. 1) Dourados (MS), 2) Costa Rica (MS), 3) Ibiraci (MG),
4) Monte Santo (MG), 5) Pouso Alegre (MG), 6) Promissão (SP), 7) Buri (SP), 8) Cerro Azul (PR), 9 Foz do Iguaçu (PR), 10) São Joaquim
(SC), 11)- Ibirubá (RS), 12) Jaquirana (RS) e 13) Candiota (RS).

A B
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(WILLIAMS et al. 1988). Além disso, pode-se estimar as atividades
biológicas e enzimáticas das toxinas em cada uma das “zonas”,

por meio da inferência dos pesos moleculares das proteínas
ativadoras das ações em diferentes espécies do gênero Bothrops
(THEAKSTON & KAMIGUTI 2002).

Na zona I (entre os pesos 67 e 40 kDa) os venenos botró-
picos apresentam toxinas que são metaloproteinases e/ou
proteases, assim como a Bothropasin, do veneno de B. jararaca
(MANDELBAUM et al. 1982, MANDELBAUM & ASSAKURA 1988). Além
disso, são citadas dentro desta faixa de peso molecular proteí-
nas hemorrágicas como as HF1 e HF2, localizadas entre os pe-
sos de 46 e 62 kDa do veneno de B. asper (GUTIÉRREZ & LOMONTE

1989) e as NHFa (46kDa) e NHFb (58kDa), de ação hemorrágica
e proteolítica do veneno de B. neuwiedi (MANDELBAUM et al. 1982).
Assim, pode-se aferir que a banda majoritária ocorrente em to-
das as amostras, com peso molecular de aproximadamente
55kDa, trata-se possivelmente da Alternagin, uma zinco-metalo-
proteinase isolada do veneno de B. alternatus (SOUZA et al. 2000).

A ação proteolítica apresentou-se como a mais homogê-
nea das atividades testadas, porém com as amostras mais ati-
vas (valores > 60 U/mg) provenientes das extremidades da dis-
tribuição. Os resultados da atividade caseinolítica foram seme-

Tabela II. Determinação da toxicidade (DL50) em camundongos,
de amostras individuais de veneno de Bothrops alternatus com
valores dos intervalos de confiança de 95%.

Número da
amostra

Localidade
Dose letal 50%

(mg/Kg)

Intervalo de
confiança
(mg/Kg)

Amostra Referência 3,5 2,5 – 4,7

4A Sidrolândia A (MS) 2,9 1,5 – 4,0

7 Jataí (GO) 4,1 3,1 – 5,4

12 Itapecerica (MG) 3,4 2,6 – 4,8

22 Buri (SP) 3,5 1,6 – 5,4

18 Promissão (SP) 3,6 2,4 – 5,0

25A Palmeira A (PR) 2,3 1,4 – 3,1

38C Bagé C (RS) 2,2 1,4 – 2,9

36 Charqueadas (RS) 3,8 2,6 – 5,4

Figura 4. Amostras individuais dos venenos de Bothrops alternatus – (A) atividade coagulante (mg/L), (B) atividade proteolítica (U/mg)
e (C) atividade miotóxica (U/ml). Números das amostras correspondem às localidades na figura 1 e tabela I.
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lhantes ao valores padronizados: 48,8 (SD ± 3,0) e 47,3(SD ±
3,6) para os venenos secos a vácuo e liofilizado respectivamen-
te (FURTADO et al. 1991b). Em média, obtivemos o valor de 48,9
U/mg, sendo que para os venenos de B. atrox, B. jararaca, B.
jararacussu e B. moojeni os valores da atividade caseinolítica
variaram entre 95,8 a 203,0 U/mg (FURTADO et al. 1991b).

Os componentes da zona II (entre 40 e 20 kDa) estão
relacionados com a atividade proteolítica e ação sobre os com-
ponentes da cascata de coagulação, ativando ou inibindo, sen-
do chamadas de serinoproteases segundo SERRANO et al. (1993),
que identificaram a MSP (38 kDa) do veneno de B. moojeni e
também outras toxinas com ações enzimáticas como a Botro-
cetin (ANDREWS & BERNDT 2000), Bothrojaracin (MONTEIRO et al.
1997), Bothrombin (SMOLKA et al. 1998, NISHIDA et al. 1994), to-
das isoladas do veneno de B. jararaca e com ações sobre o siste-
ma de coagulação sangüínea.

A presença de uma proteína de peso molecular de 27 kDa
constantes em todas as amostras analisadas, possivelmente é a
Bothroalternin, uma lectina tipo C que atua como inibidor da
trombina, isolada do veneno de B. alternatus (CASTRO et al. 1998).

A coagulação sangüínea nos acidentes botrópicos é um
dos efeitos mais importantes, pois esta ação pode desencadear
uma coagulação vascular maciça ou ainda, tornar o sangue
incoagulável devido ao consumo do fibrinogênio. NAHAS et al.
(1979) testaram os venenos de vinte e seis espécies de serpen-
tes, determinando para o veneno de B. alternatus três ações es-
pecíficas: tipo-trombina, protrombina e ativador do Fator X.

A atividade coagulante foi variável nas amostras testadas,
não apresentando um padrão geográfico definido, porém as
amostras menos ativas se destacaram ao nordeste da distribui-
ção amostral. A maioria das amostras apresentou valores para a
DMC-P entre 200 e 400 mg/litro considerados baixos quando
comparados com os valores para B. jararaca e B. moojeni, que são
90,6 e 19,3 mg/litro, respectivamente (FURTADO et al. 1991b).

As frações de atividade miotóxica, geralmente fosfolipases,
localizam-se aproximadamente entre 13 e 16 kDa nos venenos
de serpentes do gênero Bothrops (GITIÉRREZ et al. 1986, NISENBOM et
al. 1986, HOMSI-BRANDEBURGO et al. 1988, GUTIÉRREZ & LOMONTE 1989,
LOMONTE et al. 1990, MOURA-DA-SILVA et al. 1990a, SERRANO et al. 1993).

A zona III dos perfis eletroforéticos (Fig. 3), referente ao
peso molecular de 14,4 kDa é uma fosfolipase A2 isolada por
NISENBON et al. (1986) responsável pela ação miotóxica no ve-
neno de B. alternatus.

Na cinética, a atividade máxima do veneno referência de
B. alternatus foi observada seis horas após a inoculação do ve-
neno (dados não apresentados), ao contrário de outras espéci-
es onde a ação máxima ocorre na terceira hora (GUTIÉRREZ et al.
1980, GUTIÉRREZ & LOMONTE 1989).

De modo geral, os venenos também foram pouco ativos
quanto à ação miotóxica quando comparados com os venenos
das espécies B. atrox, B. erytromelas Amaral 1923, B. jararaca, B.
jararacussu Lacerda 1884, B. moojeni, B. neuwiedi e B. pradoi (Hoge
1948) (MOURA-DA-SILVA et al. 1991)

Assim como nas outras atividades, a atividade miotóxica
nos venenos estudados não apresentou um padrão de distri-
buição, contudo observou-se que as amostras da região central
da distribuição (sul de São Paulo, Paraná, Santa Catarina e nor-
te do Rio Grande do Sul) foram mais ativas.

A atividade tóxica letal, na maioria das amostras de ve-
neno analisadas, apresentaram os mesmos valores encontrado
para a espécie em FURTADO et al. (1991a), variando de 1,4 a 5,4
mg/Kg. Estes dados reforçam a relativa baixa atividade letal do
veneno de B. alternatus, quando comparado com o veneno de
B. jararaca que é de 1,2 a 1,4 mg/Kg (FURTADO et al. 1991a).

Os resultados obtidos demonstram que não há correla-
ção entre as atividades biológicas e enzimáticas do veneno de
espécie B. alternatus com a distribuição biogeográfica, uma vez
que a variação individual prevaleceu, pois as análises estatísti-
cas não mostraram valores significativamente diferentes em
todas as ações aferidas.

Assim, na composição do pool de veneno representativo
da espécie B. alternatus para constituir o antígeno botrópico a
ser utilizado na imunização de cavalos para a produção do
antiveneno botrópico, usado na terapêutica do tratamento dos
acidentes ofídicos em humanos, pode-se utilizar espécimes de
procedências geográficas diferentes, independentemente.

Além disso, os resultados das análises das várias ativida-
des aqui apresentadas, demonstram que este veneno é pouco
ativo, confirmando as informações da literatura, e, contrarian-
do relatos descrevendo a gravidade dos acidentes causados por
“urutu” (BRAZIL 1901, 1911, PEREIRA 1939/40, QUEIROZ & PETTA

1984), onde estão envolvidos outros fatores como: o tamanho
do animal, comportamento defensivo da espécie, quantidade
de veneno disponível e quantidade de veneno injetada no lo-
cal da picada (RIBEIRO & JORGE 1990).
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